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摘要 :【 目 的】 化 学 感受 蛋白 (chemosensory proteins, CSPs) 在 昆虫 化 学 信号 的 感受 识别 和 生长 发 育 
调节 等 生理 过 程 具有 重要 作用 。 本 研究 旨 在 探索 CSPI 46 304 Bombyx mori 中 的 功能 。【 方 法 】 利 
用 RT-qPCR 分 析 csp16 在 家 乔 不 同 发 育 时 期 和 不 同 组 织 的 表达 特征 ,用 原核 表达 系统 对 家 和 大 
CSP16 进行 表达 纯化 ,并 通过 荧光 结合 实验 检测 该 蛋白 与 不 同 配 体 化 合 物 的 结合 特性 。[【 结果 】 
RT-qPCR 2 EX OR ,csp16 在 家 和 1 _5 BAL k P SMI AGL, AIRE AGER S LO 
Khk PERRATA ARR Fo PRE, BURMA (20E) 处理 后 csp16 EAM MBH & Fe 5 
Bars APR SAGA BEN Bible GUNEA AEREA COPIG Hy REA, AREAS 
酚 类 和 茶 环 类 等 化 合 物 的 亲和力 都 较 弱 。[【 结论 ]csp16 在 家 乔 不 同龄 期 幼虫 眠 蚕 中 表达 量 最 高 ， 
晓 皮 激素 使 csp16 在 家 看 取 食 幼虫 中 的 表达 量 ers 提示 其 可 能 参与 家 蚕 幼 虫 的 赔 皮 过 程 。 
关键 词 : RE; 化 学 感受 蛋白 ; RT-qPCR PMH; ARRA; 结合 特征 
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Expression and binding characterization of chemosensory protein CSP16 


in the silkworm, Bombyx mori 
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(Henan Provincial Key Laboratory of Insect Biology in Funiu Mountain, Henan Provincial Engineering 
Laboratory of Insects Bio-reactor, China-UK-NYNU-RRes Joint Laboratory of Insect Biology, Nanyang 
Normal University, Nanyang, Henan 473061, China) 

Abstract: [Aim] Chemosensory proteins ( CSPs) play important roles in reception and recognition of 
chemical signal, and regulation of insect development. This study aims to explore the function of CSP16 
in the silkworm, Bombyx mori. [Methods] Real-time quantitative PCR ( RT-qPCR ) was used to 
investigate the expression patterns of csp16 gene in different developmental stages and different tissues of 
the 5th instar larvae of B. mori. Prokaryotic expression system was used to express and purify CSP16. 
The binding properties of CSP16 were analyzed by fluorescence binding assay. [Results] The RT-qPCR 
results showed that csp16 was regularly expressed in the Ist — 5th instar larvae, and highly expressed in 
molting larvae of each instar. In day-3 5th instar larvae, cspl6 was mainly expressed in head, epidermis, 
testis and ovary. The expression level of csp16 was up-regulated in larvae of different instars and different 
tissues of the 5th instar larvae after treatment. with 20-hydroxyecdysone. Purified CSP16 showed weak 
affinity to different compounds including alcohols, esters, aldehydes, phenols and benzene. 
【 Conclusion] Csp16 is highly expressed in molting larvae of each instar of B. mori, and the expression 
level is up-regulated by 20-hydroxyecdysone in larvae during feeding, suggesting that CSP16 may be 
involved in molting process of silkworm larvae. 

Key words: Bombyx mori; chemosensory protein; RT-qPCR analysis; 20-hydroxyecdysone; 
binding property 
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ERRA RRIETA ERV, ERAR, 
求偶 、 产 卵 、 交 配 、 寻 找 寄主 等 行为 中 发 挥 重要 作用 。 
研究 者 通过 对 昆虫 嗅觉 功能 的 研究 ,阐明 昆虫 的 串 
觉 感受 的 分 子 机 制 , 从 而 控制 昆虫 对 环境 化 学 因子 
的 识别 ,以 期 达到 害虫 防治 的 目的 。 昆 虫 感觉 吉 官 
上 分 布 着 不 同类 型 的 感 器 , 感 器 周围 的 淋巴 液 中 分 
布 着 大 量 可 溶性 的 蛋白 ,可 结合 并 运输 化 学 信息 物 
质 , 帮 助 化 学 信号 分 子 到 达 受 体 神 经 元 的 树 突 膜 上 ， 
主要 包括 气味 结合 蛋白 (odorant binding proteins, 
OBPs) 和 化 学 感受 和 蛋白 (chemosensory proteins, 
CSPs)2 个 和 蛋白 家 族 。 

CSPs 是 一 类 小 分 子 水 溶性 蛋白 ,多 肽 链 一 般 由 
110 ~ 120 个 氨基 酸 组 成 , 氮 基 酸 序列 中 有 4 个 保守 
的 半 胱 氨 酸 位 点 ,分 子 内 相 邻 的 2 个 半 胱 氨 酸 残 基 
形成 2 个 链 内 二 硫 键 ,在 二 级 结构 上 有 6 个 w- 螺 
旋 , 整 个 分 子 呈 球形 ,内 部 具有 玻 水 结合 腔 , 亲 水 性 
比 OBPs 较 高 ,昆虫 CSPs 主要 功能 之 一 是 结合 非 挥 
发 性 的 气味 化 合 物 到 达 位 于 神经 元 膜 上 的 气味 受 
体 ,对 外 界 气味 分 子 的 识别 是 实现 CSPs 生理 功能 的 
重要 步骤 ( Angeli et al., 1999; Lartigue et al., 2002; 
Jansen et al., 2007) , McKenna && ( 1994) 首次 利用 
Æ W cDNA 分 析 方 法 在 黑 腹 果 蝇 Drosophila 
melanogaster 的 触角 中 检测 到 一 种 可 溶性 蛋白 0S- 
D, 随 后 研究 者 相继 在 鳞 翅 目 ( Maleszka and Stange, 
1997; Picimbon et al., 2000a; Jacquin-Joly et al., 
2001) JR H (Briand et al., 2002; Ishida et al., 
2002) . Er38 H ( Angeli et al., 1999; Picimbon et al., 
2000b; Ban et al., 2003a; Zhou et al., 2012) FHT 
Ht H (Mameli et al., 1996; Tuccini et al., 1996; 
Marchese et al., 2000) 等 几乎 所 有 昆虫 类 群 中 发 现 
该 类 蛋白 。 由 于 其 大 多 在 感受 器 的 淋巴 液 中 表达 ， 
并 且 具 有 配 基 结 合 特性 ,推测 它们 主要 参与 昆虫 的 
化 学 感受 过 程 ,因此 将 这 一 类 和 蛋白 命名 为 化 学 感受 
蛋白 。 

CSPs 在 昆虫 中 的 保守 性 强 , 不 同 目 、 科 昆虫 之 
间 具 有 较 高 的 同 源 性 。Xu 等 (2009) 对 8 个 目 100 
多 种 CSPs 的 氨基 酸 序列 分 析 表 明 ,许多 来 自 不 同 目 
昆虫 CSPs 的 序列 处 在 同一 个 进化 分 支 ,表明 这 些 
CSPs 在 进化 中 较为 保守 。 而 昆虫 CSPs 的 种 内 差异 
性 通常 大 于 种 间 , 如 CSPI 在 东亚 星 和 沙漠 蝗 中 的 
序列 一 致 性 约 为 90% ,而 东亚 蝗 中 CSPI 和 CSP2 的 
序列 一 致 性 仅 为 535% (Ban et al., 2003a; Maleszka 
et al., 2007) ,由 此 表明 这 些 基因 的 分 化 早 于 物种 形 
成 。 而 种 内 CSPs 氨基 酸 序 列 的 多 样 性 表明 化 学 感 


























































































































受 蛋 白 家 族 功能 的 多 样 性 。 

近年 来 ,大 量 研究 表明 CSPs 的 表达 具有 广泛 
性 ,不 仪 在 昆虫 的 感觉 器官 ,如 触角 、 唆 、 踢 节 、 下 层 
须 中 大 量 表 达 (Picimnbon et al., 2001; Jin et al., 
2006) , 而 且 在 昆虫 的 非 化 学 感受 器 官 ,如 信息 素 分 
泌 腺 体 、. 生 殖 器 官 中 也 有 表达 ,推测 它 可 能 参与 信息 
化 学 物质 的 运输 与 释放 (Jacquin-Joly et al., 2001; 
Dani et al., 2011; Gu et al., 2013) 。 此 外 ,研究 表明 
CSPs 还 参与 除 化 学 识别 之 外 的 其 他 功能 。 在 美洲 
SecA EA AC SLES) CSPCp10) ,表达 于 触角 和 足 , 并 可 参 
与 足 的 再 生 (Nomura et al., 1992; Kitabayashi et al., 
1998 ) 。 在 西方 蜜蜂 Apis mellifera 中 ,发 现 CSPS 特 
异性 存在 于 卵 中 并 参与 胚胎 发 育 ( Maleszka et al., 
2007) 。 在 东亚 飞 蝗 中 ,存在 于 脑 部 的 CSP3 在 群居 
型 和 散居 型 的 生理 形态 转换 中 发 挥 关 键 作 用 (Guo 
et al., 2011) 。 在 棉铃 虫 Helicoverpa armigera 和 烟 青 
Hi Heliothis assulta 口 器 中 ,大 量 表达 的 CSP4 在 吸食 
过 程 中 作为 表面 活性 剂 发 挥 作用 (Liu YL et al., 
2014) 。 在 烟 粉 乱 和 家 和 蛋 中 ,发现 CSPs 可 以 作为 杀 
虫 剂 的 清除 剂 ,从 而 在 昆虫 抗 药 性 中 发 挥 作用 (Liu 
GX et al., 2014; Xuan et al., 2014) 。 然 而 ,CSPs TE 
化 学 感受 中 的 作用 目前 还 缺少 体内 的 直接 证 据 。 
CSPs 在 外 部 感受 器 官 和 内 部 非 感受 器 官 的 广泛 分 
布 暗 示 该 类 和 蛋白 可 能 具有 多 重 功能 。 

RHE Bombyx mori 是 我 国 传统 的 特色 经 济 昆 
虫 , 也 是 研究 鳞 翅 目 昆 虫 模 式 生 物 ,在 研究 昆虫 变态 
发 育 及 农林 业 害 虫 防治 中 也 发 挥 着 重要 作用 。 研 究 
家 看 化 学 信息 的 感受 机 制 , 对 指导 午 业 生产 和 鳞 却 
目 害虫 的 防治 具有 重要 意义 。 和 蛋白 序列 比 对 分 析 发 
MZE CSP16 和 西方 蜜蜂 中 CSPS 在 同一 个 进化 分 
支 ,西方 蜜蜂 CSPS 基因 主要 在 卵 中 表达 ,RNAi K 
验 表 明 CSP5 在 胚胎 发 育 过 程 中 发 挥 重要 作用 
( Maleszka et al., 2007) , Hj zs CSP16 的 
生理 功能 还 没有 报道 ,CSP16 Ji d; te BG HK d Bp NU] 
的 发 育 尚 不 清楚 。 本 研究 以 家 和 蛋 CSP16 为 研究 对 
象 , 利 用 荧光 实时 定量 PCR 的 方法 在 分 子 水 平分 析 
该 基因 在 家 香 卵 .幼虫 . 师 和 35 龄 幼虫 不 同 组 织 的 表 
达 特 征 及 旷 皮 激素 (20-hydroxyecdysone,，20E ) 处理 
后 对 不 同龄 期 幼虫 中 csp16 表达 量 的 影响 ; 同时 对 
该 蛋白 进行 原核 表达 和 纯化 ,纯化 后 的 CSP16 用 于 
荧光 结合 实验 ,检测 该 蛋白 与 不 同 配 体 化 合 物 的 结 
合 特性 ,为 初步 前 明 CSP16 在 家 和 在 中 的 功能 提供 理 
论 基 础 。 
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1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆虫 及 取样 

本 实验 所 用 的 家 和 蛋品 系 为 大 造 P50, 由 西南 大 
学 惠 赠 。 卵 保存 在 4Y , tit £r BR ERIS TT ACh BEE NES 
化 后 幼虫 在 25°C ,相对 湿度 为 60% , 自然 光照 条 件 
下 ,以 新 鲜 桑 叶 饲 养 。 赔 皮 激 素 (20E)( 购 自 索 莱 宝 ) 
处 理 包 括 1 -4 龄 成 食 期 幼虫 和 5 龄 第 2 天 各 龄 幼 
虫 ,采用 体 表 涂抹 并 喂食 涂 有 5 g/L 溶 于 无 水 乙醇 
赔 皮 激素 的 桑 叶 ,无 水 乙醇 处 理 后 的 同龄 幼虫 作为 
对 照 ,处 理 24 h 后 用 于 取样 。 

分 别 取 第 1 -9 天 非 滞 育 卵 ,1 -5 龄 各 龄 期 虐 
看 、 起 大 和 取 食 12 h 的 天体 (解剖 去 除 肠 道内 食物 
残渣 并 用 DEPC 水 冲洗 ) ,以 及 肾 期 分 峻 、 雄 每 天 以 
整 鼻 取 样 ; 冰 上 解剖 5 龄 第 3 天 幼虫 ,分 别 取 头 部 、 
表皮 、 中 肠 、 脂 肪 体 、 马 氏 管 .淋巴 液 、 丝 腺 、 精 人 梨 和 儿 
梨 。 每 个 样品 每 组 至 少 取 50 mg 或 10 AE, FIR 
3 组 ,所 有 样品 迅速 置 于 无 RNA 酶 的 离心 管 中 , 液 
URUK IS RFE F - 80°C 冰箱 保存 备用 。 

1.2 总 RNA 的 提取 

利用 Trizol 试剂 ( Invitrogen ) 提取 家 不 胚胎 、 幼 
虫 . 肾 的 不 同 发 育 时 期 和 5 龄 幼虫 不 同 组 织 的 总 
RNA ,按照 大 连 宝生 物 的 PrimeScript 工 反 转录 试剂 
盒 说 明 书 合成 第 一 链 cDNA, 

1.3 ”荧光 实时 定量 RT-PCR ( RT-qPCR) 

2 hg 的 组 织 总 RNA 通过 反 转 录 试 剂 盒 
(TaKaRa) 反 转录 为 第 一 链 cDNA ,稀释 后 用 于 RT- 
qPCR, RT-qPCR 在 Bio-Rad CFX-96 荧光 实时 定量 
PCR 仪 上 进行 。 反 应 体系 为 10 pl, & 5 pL 
FastStart Universal SYBR Green Master ( Roche ) , 
1 kL 稀释 后 的 模板 cDNA ,0.3 pL 10 pmol/L 上 下 
游 引 物 。 反 应 条 件 :95% 预 变 性 5 min;95% 变性 15 
s,55°CiBK 30 s,72% 延伸 30 s, 40 次 循环 ;72%C 
终 延伸 LO min ,溶解 曲线 在 65 ~ 95"C 之 间 ,每 个 样 
im 3 重复 。 扩 增 后 用 Bio-Rad CFX Manager 2. 0 软 
件 对 基因 的 表达 量 进行 分 析 , 每 个 基因 的 表达 量 用 
RAE NEAEA actinA3 进行 均一 化 ,然后 用 2 70 1 
计算 相对 表达 量 高 低 (Ct 为 循环 国 值 ,表示 每 个 反应 
中 交 光 信号 到 达 设 定 阔 值 的 循环 数 ) ,ACt = 目的 基因 
平均 Ct 值 -内 参 基 因 平 均 Ct 值 , AACt = ACts - 
ACi RT-qPCR 检测 的 内 参 基因 为 家 看 肌 动 蛋白 
基因 actinA3 (GenBank 登录 号 : U49854) ,csp16 Ji 
(GenBank 登录 号 : NM. 001098312), csp16 和 














































































































actinA3 的 引物 序列 如 下 ,引物 由 北京 奥 科 易 盛 生物 
科技 有 限 公司 合成 。 

cspl6-forward: 5’-CAACAGAATCGGCCCCAGGT-3’ ; 

cspl6-reverse; 5'-TTAGCCGGCATATTGGCGGA-3' , 

actinA3-forward; 5'-ATGTGCGACGAAGAAGTTG 
CC-3'; 

actinA3-reverse : 5-AGTGAGCAGGACGGGGTGTT-3', 
1.4 RE CSP16 的 原核 表达 和 纯化 

将 构建 的 重组 表达 载体 csp16/pET-30b 转化 
BL21(DE3 ) 感 受 态 细胞 , 挑 单 克隆 于 5 mL 含 卡 那 
霉 素 的 LB 培养 基 过 夜 培养 ,次 日 以 1:100 的 比例 
(v/v) 加 入 新 培养 基 中 37°C 培养 ， 当 ODa, fB 23 £^] 
0.8 时 按 1: 1 000 的 比例 (vAv) 加 入 终 浓度 为 0.4 
mmol/L IPTG ,37% 诱导 3 h, SDS-PAGE 电泳 检测 目 
的 蛋白 的 表达 。 诱 导 后 表达 有 目的 蛋白 的 菌 液 通 过 
离心 收集 菌 体 ,用 15 mL 50 mmol/L Tris-HCl, pH 7.4 
的 缓冲 液 甚 浮 , 超 声 破碎 并 离心 ,SDS-PAGE 电泳 检 
测 目的 蛋白 表达 形式 。 结 果 表 明 CSP16 以 可 溶性 
的 形式 存在 于 上 清 中 。 按 照 已 报道 的 方法 ,可 溶性 
表达 的 CSP 可 直接 将 超声 后 上 清 用 离子 交换 树脂 
CM-52 和 Superose-12 (Whatman) 及 凝 胶 过 滤 层 析 纯 
化 (Ban et al., 2003b; Qiao et al., 2011) 。 
1.5 荧光 结合 实验 

以 1-NPN (N-phenyl-1-naphthylamine ) ( Sigma ) 
为 荧光 探 针 ,在 室温 用 SpectraMax MS/MSe 多 功能 
标 仪 测定 探 针 与 CSP16 的 亲和力 。 在 终 浓度 为 2 
umol/L 的 CSP16 蛋白 中 依次 加 入 1 mmol/L Z& T H8 
醇 的 1-NPN 至 终 浓度 分 别 为 2 ~ 16 pmol/L, (EEA E 
结合 的 控 针 达到 饱和 。 用 337 nm 的 激发 光 激 发 ,记录 
380 ~450 nm 范围 内 的 荧光 发 射 光 谱 及 最 大 强度 值 。 

其 他 配 体 化 合 物 与 CSP16 的 亲和力 通过 化 合 
物 与 探 针 的 竞争 性 结合 来 检测 , 在 终 浓 度 分 别 为 
2 umol/Lff] CSP16 和 1-NPN 的 混合 物 中 ,依次 加 入 
1 mmol/L 溶 于 甲醇 中 的 不 同 配 体 至 终 浓度 分 别 为 
2 ~16 pmol/L, E] Lid se 380 ~ 450 nm 范围 的 最 大 
荧光 强度 值 。 每 样品 重复 测定 3 次 ,数据 取 平 均值 。 

以 在 理想 状态 下 蛋白 活性 为 100% ,饱和 状态 
时 和 蛋白 和 配 基 结合 比例 为 1: 1, 通 过 荧光 强度 的 变 
化 计算 结合 外 源 配 体 分 子 的 浓度 。 根 据 ICx 值 计算 
竞争 外 源 气味 分 子 配 基 的 解 离 浓度 , 公式 : Ky = 
[ICs ]/(1 + [1-NPN ])/Kinen) ,其 中 IC 是 外 源 配 
体 分 子 蔡 换 50% I-NPN 时 浓度 ,|1-NPN ] 为 未 结合 
1-NPN 浓度 ,KK Ne 为 CSP16/1-NPN 复合 物 的 解 离 常 
数 (Qiao et al., 2011) 。 
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1.6 数据 分 析 

组 织 表达 量 数据 采用 2 27 89r PE ( Livak and 
Schmittgen, 2011) 来 分 析 基 因 的 相对 表达 情况 , 根 
据 上 述 方法 分 别 对 每 个 模板 的 3 个 生物 学 重复 数据 
进行 分 析 。 数 据 统计 检验 使 用 SPSS 软件 进行 
ANOVA 单 因 素 方 差 和 独立 样本 7 检验 进行 分 析 ， 
P<0.05 表示 有 显著 性 差异 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 csp16 基因 在 家 乔 不 同 发 育 时 期 和 不 同 组 织 
的 表达 分 析 

HARRE csp16 FEA LE BR HEA Te] ACF EY 
不 同 组 织 中 的 表达 情况 ,利用 RT-qPCR 的 方法 ,分 
别 设计 csp16 和 内 参 基 因 actin43 的 特异 引物 ,合成 
家 看 胚胎 、 幼 虫 、 肾 和 5 龄 幼虫 不 同 组 织 的 cDNA, 
并 用 于 RT-qPCR 分 析 。 扩 增 数 据 用 Bio-Rad CFX 
Manager 2.0 软件 和 2 “的 计算 方法 进行 分 析 。 所 
有 样品 用 内 参 基 因 进 行 均一 化 。 








有 表达 ,但 其 表达 水 平 存在 明显 差异 。 在 不 同 发 育 
时 期 的 胚胎 中 ,第 1 天 表达 量 最 高 , 随 着 发 育 时 间 的 
延长 ,表达 量 依次 降低 ,直到 第 6 天 的 表达 量 稍 有 上 
jr ,孵化 前 再 次 下 降 ( 图 1)。 

为 检测 csp16 基因 在 不 同龄 期 幼虫 疯 食 、 蜡 皮 
和 了 眠 过 程 中 的 表达 特征 ,分 别 选 取 1 -5 龄 期 幼虫 的 
RE ke Ze PU EE 12 h 的 样品 进行 RT-qPCR 分 析 。 
结果 表明 ,csp16 基因 在 幼虫 不 同时 期 的 表达 特征 具 
有 规律 性 ,其 在 每 个 龄 期 幼虫 眠 看 中 表达 量 明显 上 
升 ,起 在 和 取 食 12 h 的 幼虫 中 表达 量 极 少 或 无 表达 
(图 2)。 

在 肾 期 的 肉 、 雄 样品 中 ,csp16 在 化 晴 后 的 第 1 - 
8 天 都 有 表达 ,但 初期 表达 量 较 低 , 晴 后 期 的 表达 量 
急剧 增加 ,其 中 化 师 第 5 天 雌 、 雄 晴 的 表达 量 最 高 ， 
第 6 -8 天 的 表达 量 先 升 高 后 降低 (图 3)。 

5 龄 第 3 天 幼虫 不 同 组 织 中 基因 的 表达 分 析 结 
显示 ,csp16 在 除 血 淋 巴 外 的 其 他 组 织 中 都 有 不 同 
程度 的 表达 ,其 中 表皮 中 表达 量 最 高 , 头 部 、 精 集 、 孵 
T .中 肠 和 脂肪 体 中 也 有 表达 , 马 氏 管 和 丝 腺 中 表达 
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结果 表明 ,csp16 基因 在 家 看 的 不 同 发 育 时 间 都 


相对 表达 量 
Relative expression level 





胚胎 期 FEmbryo stage (d) 








图 1 实时 荧光 定量 PCR 分 析 csp16 基因 在 家 答 豚 胎 不 同 发 育 阶 段 的 表达 





Fig. 1 Expression analysis of csp16 gene in different developmental stages of Bombyx mori embryo by RT-qPCR 











图 中 数据 为 平均 值 + 标准 差 ; 柱 上 有 相同 字母 的 为 差异 不 显著 , 具 不 同 字母 的 为 差异 显著 ,显著 水 平 a = 0. 05 (ANOVA 单 因素 方差 分 析 ) 。 


图 2 ~4 |E], The data in the figure are mean + SD. The same letters on the columns represent no significant difference, and those labeled with different 











letters are significantly different at the a 20. 05 level (ANOVA single factor variance analysis). The same for Figs. 2 -4. 


2.2  cspl6 AEH A IMEAB BJ FO RIA 

IETS 2C f£ "P. csp16 基因 的 表达 分 析 表 明 ,csp16 
基因 大 量 表达 于 每 个 龄 期 的 眠 看 和 5 龄 第 3 天 幼虫 
表皮 ,由 此 推测 该 基因 可 能 与 幼虫 赔 皮 过 程 相关 。 
进一步 用 赔 皮 激素 (20E) 和 对 照 无 水 乙醇 处 理 每 个 
龄 期 成 食 期 幼虫 后 24 bh, 取 不 同 组 织 样品 进行 RT- 
qPCR 分 析 。 结 果 表 明 ,与 对 照相 比 ,用 晓 皮 激素 处 
理 后 1 -4 龄 幼虫 中 csp16 的 表达 量 出 现 明 显 上 调 ， 
其 中 4 龄 幼虫 在 赔 皮 激素 处 理 后 csp16 表达 量 显著 上 
调 ;在 正常 5 龄 幼虫 中 csp16 表达 量 较 高 的 组 织 是 头 











部 和 表皮 ,处 理 后 也 有 不 同 程度 的 上 调 表 达 ( 图 5)。 
2.3 RA CSP16 的 原核 表达 和 纯化 

将 重组 表达 载体 espl6/pET-30b 转化 BI21 
( DE3) 感受 态 细胞 , 当 ODu 至 0.6~0.8 时 ,加 入 
IPTG 诱导 3 h, SDS-PAGE 检测 结果 显示 ,与 诱导 前 
相 比 ,诱导 后 样品 在 相对 分 子 质量 约 13 kD 位 置 上 
有 明显 增强 表达 条 带 , 与 预期 的 目的 蛋白 分 子 量 相 
符 。 为 检测 目的 蛋白 的 表达 形式 ,将 诱导 表达 的 菌 
液 离心 收集 ,用 缓冲 液 重 悬 后 超声 破碎 , 离心 后 
SDS-PAGE 检测 上 清和 沉淀 。 结 果 显 示 , 大 部 分 目的 
































国 等 : KEE 








感受 蛋白 CSP16 的 表达 及 结 


合 特性 分 析 617 





相对 表达 量 


Relative expression level 


4 5 
AH 


图 2 





6 








7 8 9 10 11 


阶段 Developmental stage 





实时 诡 光 定量 PCR 分 析 csp16 基因 在 家 和 蛋 1 -5 龄 幼虫 不 同时 期 的 表达 





Fig. 2 Expression analysis of csp16 gene in different developmental stages of the 1st — 5th instar larvae of Bombyx mori by RT-qPCR 





1: XÆ Newly hatched larva; 2: 1 龄 幼虫 取 食 中 Ist instar larva during feeding; 





3. 1 BHR E Ist larval molt; 4; 2 龄 起 看 Newly molted 2nd instar 





larva; 5; 2 龄 幼虫 取 食 中 2nd instar larva during feeding; 6; 2 fit & 2nd larval molt; 7; 3 WZ Newly molted 3rd larva; 8; 3 龄 幼虫 取 食 中 3rd 
instar larva during feeding; 9; 3 #IRÆ 3rd larval molt; 10; 4 fitit Newly molted 4th larvae; 11; 4 龄 幼虫 取 食 中 4th instar larva during feeding; 
12: 4 SHR AE 4th larval molt; 13; 5 龄 起 看 Newly molted 5th instar larva. 
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图 3 实时 荧光 定量 PCR 分 析 csp16 SEDATE zc Wi A 

















不 同 发 育 阶段 的 表达 变化 





Fig. 3 Expression analysis of csp16 gene in different developmental stages of Bombyx mori pupae by RT-qPCR 
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图 4 实时 荧光 定 


量 PCR 分 析 csp16 HAERE 


5 龄 幼虫 不 同 组 织 的 表达 





Fig. 4 Expression analysis of csp16 gene in different tissues of the 5th instar larvae of Bombyx mori by RT-qPCR 
1: % Head; 2; 表皮 Epidermis; 3; ffi Testis; 4: HP Ovary; 5: 中 肠 Midgut; 6: 脂肪 体 Fat body; 7: 马 氏 管 Malpighian tubules; 8; 丝 腺 Silk 





gland; 9: 血 淋 巴 Hemolymph. 


蛋白 以 可 洲 性 形式 存在 于 上 清 。 进 一 步 通过 阳 离 
子 交 换 柱 ( CM-52) ABE BE UE Jz Pr ( Superose-12 ) 
对 上 清 中 的 可 洲 性 目的 蛋白 进行 分 步 纯 化 , 结 

显示 目的 蛋白 分 子 量 正确 且 条 带 单一 ,纯化 效果 
较 好 (图 6)。 








2.4 RÆ CSP16 的 荧光 结 date 

纯化 后 的 CSP16 被 用 于 荧光 结合 竞争 实验 , 检 
i| CSP16 与 不 同 配 体 化 合 物 的 结合 特性 。CSP16 3E 
白 与 探 针 1-NPN 的 结合 曲线 表明 ,二 者 结合 效果 较 
好 ,其 解 离 常 数 为 1.8 nmol/L。 通 过 竞争 性 结合 实 
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相对 表达 量 
Relative expression level 





1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 
图 5 实时 菊 光 定量 PCR 分 析 csp16 基因 在 晓 皮 激素 (20E) 处 理 家 答 前 后 幼虫 中 的 表达 
Fig. 5 Expression analysis of csp16 gene in Bombyx mori larvae before and after treatment with 20-hydroxyecdysone (20E) by RT-qPCR 
1: 1 龄 幼虫 取 食 中 1st instar larva during feeding; 2; 2 龄 幼虫 取 食 中 2nd instar larva during feeding; 3; 3 龄 幼虫 取 食 中 3rd instar larva during 
feeding; 4: 4 龄 幼虫 取 食 中 4th. instar larva during feeding; 5: X Head; 6: 表皮 Epidermis; 7: H Testis; 8: HHH Ovary; 9: 中 肠 Midgut; 10: 
脂肪 体 Fat body; 11: 马 氏 管 Malpighian tubule; 12: 丝 腺 Silk gland; 13: 血 淋 巴 Hemolymph. 星 号 表示 处 理 与 对 照 (无 水 乙醇 ) 间 差异 显著 
(P«0.05, 了 检验 ) The asterisk indicates significant difference between the treatment and the control (alcohol) (P «0.05, T test). 
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图 6 KÆ CSP16 表达 和 纯化 产物 的 SDS-PAGE 分 析 
Fig. 6 SDS-PAGE analysis of expressed and purified Bombyx mori CSP16 
M: 蛋白 分 子 量 标准 ( Protein molecular weight marker) ; 1: 诱导 前 的 csp16/pET-30b ( Non-induced cspl6/pET-30b) ; 2: 诱导 后 的 csp16/pET-30b 
(Induced esp16/pET-30b) ; 3 : 超声 破碎 后 离心 上 清 液 (Supernatant after sonication) ; 4: 超声 破碎 后 离心 沉淀 (Pellet after sonication) ; 5; CM-52 
纯化 后 的 CSP16 ££ AÑ (Purified CSP16 by CM-52) ; 6: Superose-12 纯化 后 的 CSP16 (Purified CSP16 by Superose-12 ) . 


验 检 测 CSP16 与 65 种 不 同 结构 和 分 子 量 的 外 源 配 但 其 置换 探 针 的 比例 都 低 于 5096 ,无 法 计算 

















体 化 合 物 ( 醇 类 MX MESES 、 酚 类 和 葵 环 类 等 ) 的 亲 其 Ku 值 ,初步 说 明 这 些 化 合 物 和 家 和 蛋 CSP16 E 
和 力 , 结 果 表 明 , 只 有 其 中 6 种 化 合 物 结合 效果 相对 E 图 7)。 
2:5 " e TE BEEN 
^ 是 ET DioctyT phtnalate 
3 $20 ~E o 2- 十 三 烷 柄 
5 5 5 ^ 2-Tridecanone 
mE 15 E. e KHN 
党 > S E Jasminaldehyde 
Ez RE 月 桂 醇 
去 a Mn n d * Dodecanol 
Tcu E E 法 尼 醇 
i E 0.5 = E s Farnesol 
Š e e ATAR 
0 Tetradecanol 
0 4 8 12 16 0 4 8 12 16 20 24 28 
I-NPN?Á EE (jumol/L) 配 体 浓度 (umolL) 
1-NPN concentration Ligand concentration 


图 7 1-NPN 与 家 和 看 CSP16 的 结合 及 结合 1-NPN 的 CSP16 与 配 体 分 子 的 竞争 结合 
Fig. 7 Binding of 1-NPN to Bombyx mori CSP16 and competitive binding of CSP16 with ligands 
A: 1-NPN 45 CSP16 蛋白 的 结合 曲线 Binding curve of 1-NPN to CSP16; B: 外 源 配 体 分 子 与 CSP16 的 竞争 性 结合 曲线 Competitive binding curve 
of 1-NPN in CSP16 with external ligands. 
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3 讨论 


不 同 昆 虫 物种 的 CSPs 序列 的 进化 树 分 析 显 示 
R Fz CSP16 和 西方 蜜蜂 Apis mellifera CSP5 在 同一 
分 支 上 ,西方 蜜蜂 卵 中 特异 表达 的 CSP5 是 胚胎 正 
常 发 育 必需 的 (Maleszka et al., 2007)。 为 研究 家 看 
中 CSP16 的 功能 ,首先 在 mRNA 水 平 利 用 RT-qPCR 
对 csp16 在 家 蛋 胚胎 幼虫. 肾 期 的 不 同 发 育 阶 段 和 
5 龄 幼虫 不 同 组 织 的 表达 情况 进行 研究 。 结 果 显 






































高 的 活性 ,而 与 不 同 结构 和 分 子 量 的 配 体 化 合 物 亲 
和 力 都 较 弱 ,其 置换 探 针 的 比例 都 低 于 50% 。 已 有 
研究 表明 ,家 大 CSP1 可 结合 视 黄 醛 4- 羟 基 -4- 二 甲 
基 侦 氮 茶 基 等 化 合 物 结合 , CSP2 与 视 黄 醛 .3,7- 二 
甲 基 辛 基 葵 甲酸 及 一 些 线性 醇 类 、 醛 类 芳香 族 化 合 
物 具 有 较 高 的 亲和力 (Qiao et al., 2013) ,CSP4 与 芳 
香 醛 类 芳香 酮 类 化 合 物 结合 较 好 ( 邓 培 渊 等 ， 
2011) ,表明 了 家 大 中 部 分 CSPs 具有 携带 小 分 子 化 
合 物 的 特性 ,但 家 大 CSP16 与 这 些 化 合 物 的 结合 都 
很 弱 。 除 家 看 外 ,多 种 昆虫 CSPs 和 醇 类 、 醛 类 或 本 


















































AN Zt csp16 在 产 卵 后 第 1 天 表达 量 最 高 , 随 着 发 
育 时 间 的 延长 ,表达 水 平 逐渐 下 降 , 第 7 天 出 现 一 个 


类 有 较 高 的 亲和力 。 如 棉铃 虫 的 化 学 感受 蛋白 
HarmCSP5 可 以 和 许多 醛 类 化 合 物 如 4- 乙 基 苯 甲 








小 的 表达 高 峰 , 随后 再 次 下 降 ,由 此 推测 CSP16 可 
能 与 西方 蜜蜂 CSP5 KW, EKER A TEP 
发 挥 重 要 作用 。 在 1-5 龄 家 看 幼虫 不 同 发 育 时 期 ， 
csp16 呈现 出 规律 性 表达 ,在 各 龄 期 卢 大 中 表达 量 最 
高 ,起 看 和 取 食 幼虫 中 几乎 无 表达 ;5 龄 第 3 天 幼虫 
不 同 组 织 中 ,csp16 在 表皮 、 头 部 等 化 学 感受 器 官 中 
表达 量 较 高 , 精 业 、 卵 梨 等 非 化 学 感受 器 官 中 也 有 表 
达 , 内 部 组 织 除 中 肠 和 脂肪 体 中 有 表达 外 ,其 他 组 织 
中 表达 量 极 少 ,该 结果 与 CSP 广泛 分 布 于 昆虫 化 学 
和 非 化 学 感受 带 相 一 致 ( Qiao et al., 2013) 。 通 过 虹 
皮 激 素 (20E) 人 处理 家 看 不 同龄 期 幼虫 后 发 现 ,csp16 
在 1-4 龄 幼虫 和 5 龄 幼虫 头 部 和 表皮 中 的 表达 量 
上 调 , 其 中 在 4 龄 幼虫 中 显著 上 调 。 已 有 研究 表明 ， 
西方 蜜蜂 羽化 暗 皮 时 ,csp3 和 csp6 表达 量 显 著 上 调 
( Maleszka et al., 2007)。 云 杉 色 卷 蛾 csp 的 表达 量 
AE Rz E Rp] d E E (Wanner et al., 2005), H 
此 推测 ,csp16 FEZI RIRE P YE PE US IC BEA 
Ae RGU H E36] dei e 9] Hc n] Se Sj 26 dc b BZ SERE 
相关 。 在 晴 期 cspló 在 晴 初 期 表达 量 较 低 ,后 期 表 
达 量 较 高 ,其 中 第 5 天 肉 、 雄 师 中 表达 量 最 高 。 在 家 
盔 肾 期 正常 发 育 过 程 中 , 蚁 皮 激 素 在 化 肾 后 第 2 -3 
天 的 滴 度 最 高 ( 苏 保 锦 等 , 2012) ) , 而 csp16 dE fe 
后 第 5 天 达到 表达 高 峰 ,因此 csp16 Fe HBG WE 
激素 调控 的 肾 期 发 育 和 组 织 分 化 过 程 还 有 待 进一步 
研究 。 

此 外 ,本 研究 在 前 期 工作 基础 上 ,对 家 盔 CSP16 
的 进行 原核 诱导 表达 ,结果 表明 ,该 蛋白 以 可 溶性 形 
式 大 量 表达 ,通过 离子 交换 和 凝 胶 过 滤 层 析 分 步 纯 
化 ,获得 了 纯度 较 高 的 CSP16 蛋白。 纯化 后 的 
CSP16 用 于 体外 荧光 结合 实验 来 确定 其 与 不 同 配 体 
化 合 物 的 亲和力 。CSP16 EAS BEELER ET 1-NPN 
具有 很 好 的 结合 特性 ,表明 纯化 后 的 CSP16 HA BE 














































































































醛 、3,4- 二 气 茶 甲醛 等 高 效 结合 (Zhang et al., 
2013); 中 华 蜜蜂 Apis cerana 化 学 感受 蛋白 
AcerCSP3 与 水 杨 酸 甲 酯 .B- 紫 罗兰 酮 .3,4- 二 甲 基 
茶 甲 醛 及 茶 乙 醛 有 和 较 强 的 结合 能 力 (Li et al., 
2016) 。 由 此 推测 ,家 和 蛋 CSP16 可 能 具有 除 化 学 识 
别 之 外 的 其 他 功能 。 

综 上 所 述 ,csp16 在 家 得 胚胎 、 幼 虫 师 和 35 龄 幼 
虫 的 大 部 分 组 织 都 有 表达 ,但 表达 特点 各 不 相同 。 
结合 特性 分 析 表 明 , 家 看 CSP16 与 醇 类 、 酯 类 、 醛 
类 、 酚 类 和 茶 环 类 等 化 合 物 的 亲和力 都 较 弱 。 已 有 
研究 表明 ,CSP 在 家 和 蛋 不 同时 期 表达 量 的 差异 可 能 
暗示 了 它们 在 该 发 育 阶段 的 不 同 功能 (Gong et al., 
2007; Qiao et al., 2013), ZÆ csp16 在 不 同龄 期 幼 
虫 中 规律 性 表达 及 赔 皮 激素 处 理 后 上 调 表达 ,提示 
CSP16 可 能 参与 家 和 看 的 晓 皮 过 程 。 然 而 ,需要 进 一 
步 通过 基因 痪 除 和 过 表达 等 手段 进行 深入 研究 , 进 
而 阐明 不 同 CSPs 的 生理 功能 。 该 研究 结果 不 仅 为 
家 看 CSPs 功能 的 进一步 深入 研究 黄 定 了 基础 ,同时 
HAR CSPs 新 功能 的 研究 提供 了 借鉴 。 
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